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研究成果の概要（和文）：本研究は体細胞核移植技術を用いて性ステロイドホルモン（とくに 

ER）の遺伝子発現機構を解析することを目的としたものであるが、初年度ならびに第二年度

の研究の遂行の結果、現段階での体細胞核移植の技術水準では、その技術の本研究への応用は

困難であることが明らかになった。そこで、本年度は、体細胞核移植の技術水準を本研究への

応用が可能なレベルまでに改良することを最優先課題とした。その際、体細胞核移植技術の将

来的な再生医療への応用をも展望して卵子を凍結保存し、必要時に解凍して使用するシステム

の開発を試みた。マウスを被検動物として、除核未受精卵を凍結・保存した後、解凍後に体細

胞核移植に供した。核のドナー細胞をして、卵丘細胞を用いた。その結果、凍結除核未受精卵

を用いた再構築胚は発生を開始し、生仔を得ることができた。この成績から、体細胞核移植技

術の再生医療への応用に、凍結除核未受精卵の保存システムが応用できることが初めて明らか

となった。 

 

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to investigate the regulatory mechanism 
of gene expression of sex steroid hormone receptors, especially estrogen receptor alpha, 
using the somatic cell nuclear transfer (SCNT) technique. However, the studies in the 
first and second years of this project revealed that the SCNT technique is difficult to 
be applied on the study because of immaturity of the technique. Thus, I focused on the 
improvement of the technique in this project. As the result, I have revealed that the 
frozen-thawed ooplasm can be used for the SCNT for the first time. 
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１．研究開始当初の背景 

 申請者は 1990 年より性ステロイドホル

モン受容体 (SHR) の遺伝子発現調節につい

ての研究を開始し、まず、ヒトおよびラット

の子宮内膜ならびに脳におけるエストロゲン

受容体 (estrogen receptor alpha、estrogen 
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receptor beta；以下、ER 、ER ) ならびに

プ ロ ゲ ス テ ロ ン 受 容 体  (progesterone 

receptor；以下、PR) の発現の組織特異性な

らびに発達段階特異性が、主に転写段階で調

節されることを明らかにした。つづいて、こ

れらの SHR の遺伝子発現の調節機構を解明

する目的で、1995 年より ER ならびに PR の

プロモーターの解析に着手し、ヒトおよびラ

ットの ER  および ER 遺伝子には、「多

重プロモーターならびに多重非翻訳第一エキ

ソン機構」が存在し、この機構によって極め

て精緻に遺伝子発現が調節されることを明ら

かにしてきた。さらに、この研究の過程で、

従来はイントロンと考えられてきた部位に新

規のプロモーターならびに非翻訳エキソンが

存在し、SHR 分子のホルモン結合領域は有す

るが DNA 結合領域を欠いた SHR isoform を

コードする mRNA が生理的に存在することを

ヒトの ER 、ER および  PR 遺伝子にお

いてはじめて明らかにした。しかしながら、

研究開始段階ならびに現段階において、ER 、

ER および  PR 遺伝子の多重プロモータ

ーによる組織特異的ならびに発達段階特異的

な遺伝子発現の調節、ならびに、癌化に伴う

遺伝子発現の変化のメカニズムについては解

明にはいたっていない。SHR 遺伝子の多重プ

ロモーターによる遺伝子発現機構の解明が、

SH の様々な生理作用や SH 依存性疾患の病

態生理の解明にとって極めて重要であるにも

かかわらず、その研究が遅れている大きな理

由は、プロモーター活性の調節機構について

の現在の研究手技上の制約である。そこで、

本 研 究 は 、 体 細 胞 核 移 植  (somatic 

cell-nuclear transfer；SCNT) 技術を用いて、

SHR 遺伝子の多重プロモーター機構による組

織特異的ならびに発達段階特異的な遺伝子発

現の調節機構を解明しようと考えた。 

 
２．研究の目的 

SHR 遺伝子の多重プロモーターによる遺伝

子発現機構の解明が、SH の様々な生理作用や 

SH 依存性疾患の病態生理の解明にとって極

めて重要であるにもかかわらず、その研究が

遅れている大きな理由は、プロモーター活性

の調節機構についての現在の研究手技上の制

約である。すなわち、プロモーター活性につ

いての研究は、（１）当該プロモーター領域

をクローニングして、その種々の部分をレポ

ーターに接続して in vitro で発現させ、遺

伝子転写の調節領域を同定する、（２）この

転写調節領域に結合する転写因子ならびに転

写調節因子を同定する、（３）当該プロモー

ター領域のメチル化ならびに同部位に存在す

るヒストンのアセチル化を解析する、（４）

これらのデータと in vivo での転写活性を

比較検討することによって行われるのが一般

的である。しかし、SHR の遺伝子発現は、複

数のプロモーターの一つ一つの活性が種々の

条件下でそれぞれ異なる変化を生じ、その総

和として SHR mRNA の発現レベルが決定する

ので、単一のプロモーター活性の研究では、

SHR 遺伝子の発現調節機構の解明が困難であ

る。とくに、単一のプロモーターを用いた in 
vitro での活性解析では、複数のプロモータ

ーの相互作用についての検討は不可能といわ

ざるを得ない。申請者は、以上のような、プ

ロモーター活性についての研究の手技上の制

約を打破する目的で、体細胞核移植 (somatic 

cell-nuclear transfer；SCNT) 技術を応用す

ることを考えた。周知のごとく、SCNT は体細

胞の核を除核未受精卵に顕微注入するもので

あるが、得られた再構築胚を活性化して発生

させることによって、「体細胞クローン」個

体が作出されている。このことは、未受精卵

の細胞質内に、体細胞核の遺伝情報をリセッ

トしそれを再び初期発生せしめることが可能

な「リプログラミング因子 (reprogramming 

factor；以下、RF)」が存在することを実証し

ている。申請者は、この RF に着目し、これ

を用いて SHR 遺伝子の多重プロモーター機

構による組織特異的ならびに発達段階特異的

な遺伝子発現の調節機構を解明することを企

図した。すなわち、培養細胞ならびに生体か

ら得られる細胞においては、その細胞ならび

に組織特異的に SHR 遺伝子の多重プロモー

ターのうち、一部はメチル化等によって不活

性化され、また、一部はヒストンのアセチル

化等によって活性化されている。したがって、

SHR 遺伝子の多重プロモーター機構による組

織特異的ならびに発達段階特異的な遺伝子発

現の調節は、発生初期ならびに発生過程にお

けるプロモーターの修飾によって基本的に規

定されている。つまり、SHR 遺伝子の遺伝子

発現の調節機構の解明には、このような発生

過程におけるプロモーターの修飾についての

研究がまず必要であり、しかる後に、このよ

うにして発生過程で修飾されたプロモーター

の活性調節機構を研究すべきであると考え、

本研究の目的に設定した。 

 
３．研究の方法 
 SCNT の技術水準を本研究への応用が可能
なレベルまでに改良することを最優先課題と
したが、そのためには、SCNT の技術水準が将
来的な再生医療への応用が可能なレベルに達
する必要があると考えられた。具体的には、
SCNT の将来的な臨床応用に際しては、除核卵



子が多数必要となるが、現実には必要時に必
要な数の卵子を準備することはほとんど不可
能であることが大きな障害となる。そこで、
卵子を凍結保存し、必要時に回答して使用す
るシステムの開発を試みた。なお、卵子提供
者の心理的障壁を取り除くために、他の用途
に流用させることのないように、採卵した卵
子から予め核（紡錘体）を除去して凍結する
こととした。マウスを被検動物として、除核
未受精卵を凍結・保存した後、解凍後に体細
胞核移植に供した。核のドナー細胞をして、
卵丘細胞を用いた。作出した再構築胚の初期
発生を解析するとともに、偽妊娠マウスに胚
移植して、生仔の獲得率を解析した。 
 
４．研究成果 
 マウスを被検動物として、非凍結コントロ
ール卵子を用いて SCNT を行った場合、胚盤
胞到達率は概ね  50 % 程度であり、それを胚
移植して得られる生仔の獲得率は 2 % 程度
である。この成績は、現段階の水準での SCNT 
によって得られる再構築胚の「品質」が胚ご
とに大きく異なることを意味する。今回の性
ステロイドホルモン受容体の遺伝子発現の解
析の目的では、当初、この再構築胚から得ら
れた ES 細胞 (クローン-ES 細胞) を研究に
供する予定であったが、当初の 2年間の研究
の遂行によっても、この不均一性を改善する
ことは困難であった。こうした不均一な細胞
を用いて本研究を遂行しても、得られる結果
の確度に極めて大きな問題が生じる。そのた
めに、SCNT の技術水準を本研究への応用が可
能なレベルまでに、具体的には、将来的な再
生医療への応用が可能なレベルに改善するこ
とを最優先課題とした。 
 具体的には、マウスを被検動物として、除
核未受精卵を凍結・保存した後、解凍後に体
細胞核移植に供したところ、胚盤胞到達率は
概ね  15% 程度であり、それを胚移植して得
られる生仔の獲得率は 0.2 % 程度であった。
このように非凍結卵に比して低率ではあるも
のの、凍結除核未受精卵を用いた再構築胚は
発生を開始し、生仔を得ることができたこと
は、(1) 卵細胞質内の「初期化因子」は凍結
によっても活性が失われないこと、また、(2) 
体細胞核移植技術の再生医療への応用に、凍
結除核未受精卵の保存システムが応用できる
ことを明らかにしたものである。 
 なお、SCNT を用いる再生医療の遂行のため
には「クローン胚」の作出が必須である。こ
うしたクローンに関する研究については社会
的にも十分にかつ正確に理解されないと、思
わぬ誤解を招く可能性がある。この点、本研
究費による上記の研究成果は、多くのマスメ
ディアを通じて社会に発信され (共同通信、
毎日(全国)、東京、山梨日日(山梨版 一面ト
ップ)、読売山梨版平成 22 年 10 月 19 日、読

売山梨版 平成 21 年 4：月 16 日、同平成 21
年 5 月 22 日、同平成 22 年 10 月 20 日、山梨
放送 TV 平成 20 年 12 月 6 日、平成 22 年 10
月 19 日、テレビ山梨 平成 20年 7月 4日、平
成 22 年 10月 19日)、「体細胞クローン胚の臨
床応用」についての分かりやすい情報を尐な
からず提供できた。 
 繰り返し述べてきたように、本研究の当初
の研究課題であった SCNT による SHR の遺
伝子発現の解析については、3 年間の研究に
よって、ようやく SCNT の技術レベルが研究
に応用可能なところにたどり着いた段階であ
り、今後、さらに研究を継続する。しかしな
がら、本研究費による研究成果は、当初想定
していたものとは異なるものの、今後の SCNT 
を用いた再生医療や細胞生物学的研究に極め
て有意義であるばかりでなく、社会的にも十
分に意義のあるものにできたものと自負する
ものである。 
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